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Resumo

A entomotoxicologia ¢ uma vertente da entomologia forense utilizada em casos de caddveres em avancado estado de decomposigao,
onde ndo existem mais matrizes biologicas a serem utilizadas para analise de drogas e outras substincias quimicas. Ao avaliar o
gradual crescimento do uso de drogas ilicitas, tal como a cocaina, é necessario estabelecer metodologias viaveis para serem utilizadas
na elucidagdo de casos provaveis de overdose. O objetivo deste estudo foi estabelecer protocolos de extragdo e deteccdo de cocaina
em larvas de terceiro estadio de Lucilia eximia por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Para a
determinagdo da metodologia, tornaram-se como base as referéncias cientificas da area e o conhecimento da equipe da Policia
Cientifica de Joinville/SC. Realizou-se o preparo da dieta artificial e o cultivo artificial das larvas e, posteriormente, analises
toxicologicas. A metodologia aplicada mostrou-se eficaz para a deteccdo de cocaina em diferentes amostras de larvas. Conclui-se que
a utilizagdo do intestino da larva apresentou melhores resultados para a detec¢@o de cocaina quando comparada a utilizagdo da larva
inteira. Acrescenta-se ainda que se deve investir em pesquisas para o desenvolvimento de metodologias de andlises
entomotoxicologicas, bem como amplia-las, visando auxiliar nas investigagdes da Policia Cientifica de Santa Catarina.

Palavras-Chave: CG-EM; Cocaina; Entomotoxicologia; Larvas; Toxicologia Forense.

Abstract

Entomotoxicology is an aspect of forensic entomology that has been used in cases of corpses in an advanced state of decomposition,
where there are no longer biological matrices to be used for analysis. When evaluating the gradual increase in the use of illicit drugs,
such as cocaine, it is necessary to establish viable methodologies to be used to elucidate probable cases of overdose. The objective of
this research was to establish protocols for the extraction and detection of cocaine in Lucilia eximia larvae by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS). To determine the methodology, scientific references in the area and the knowledge of the
Joinville Scientific Police Team were taken as a basis. The preparation of the artificial diet and the artificial cultivation of the larvae
and subsequent toxicological analysis were carried out. The methodology applied proved to be effective for detecting cocaine in
different samples of larvae. It is concluded that the use of the intestine of the larvae presented better results for the detection of
cocaine when compared to the use of the entire larvae. It should also be added that investment and expansion should be made in
research for the development of entomotoxicological analysis methodologies, aiming to assist in investigations by the Scientific
Police of Santa Catarina.

Keywords: CG-MS; Cocaine; Entomotoxicology; Larvae; Forensic Toxicology.
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1. INTRODUCAO

A entomologia forense constitui um campo das
ciéncias forenses que aplica conhecimentos da biologia e
da ecologia dos insetos e outros artropodes na estimativa
do intervalo post mortem (IPM), bem como em outras
analises relacionadas a toxicologia e a quimica forense
[1]. Como sub-area, destaca-se a entomotoxicologia, que
estuda a utilizagdo de insetos necréfagos em analises
toxicoldgicas com o objetivo de identificar drogas e
substancias toxicas presentes em tecidos bioldgicos [2].

Em situagdes de decomposicdo avangada, nas quais
ndo ha mais tecidos ou fluidos bioldgicos para analise
convencional, os insetos associados a fauna cadavérica
passam a constituir matrizes alternativas. A partir da
ingestdo de substincias toxicas presentes no substrato,
esses organismos podem acumular compostos quimicos,
permitindo a identificagdo de agentes exdgenos
previamente presentes no organismo em vida. Nesse
contexto a entomotoxicologia busca detectar, em insetos,
a presenca de drogas, farmacos, pesticidas ¢ metais
pesados, contribuindo para a elucidacdo do envolvimento
dessas substancias em casos forenses [3, 4].

No Brasil, o marco inicial da entomologia forense
remonta a 1908, com estudos conduzidos por Oscar
Freire, que apresentou a Sociedade Médica da Bahia a
primeira coleg¢@o de insetos necr6fagos, acompanhada de
resultados obtidos em pesquisas com cadaveres humanos
e de pequenos animais. O avanco da entomologia forense
no Brasil tem sido favorecido pela soélida tradigdo
cientifica no estudo de insetos das ordens Diptera e
Coleoptera, frequentemente associados a casos de morte,
além de outros grupos de menor ocorréncia, porém
relevantes [5].

A entomofauna de interesse toxicoldgico inclui
principalmente besouros, moscas e suas larvas em
diferentes estigios de desenvolvimento, abragendo ovo,
larva, pupa e adulto. Dentre as espécies de relevancia
forense no Brasil, destaca-se a Chrysomya albiceps
(Diptera: Calliphoridae), amplamente investigada [6]. No
estado de Santa Catarina, Brasil, particularmente na
cidade de Floriandpolis, a espécie Lucilia eximia (Diptera:
Calliphoridae) apresenta elevada prevaléncia na fauna
cadavérica, sendo considerada um importante inidicador
forense na regido Sul do pais [1]. Estudos conduzidos por
Gaedke e Mouga [7], identificaram a predominancia de L.
eximia em cadaveres humanos na regido norte do estado,
especialmente durantes as estagdes do verdo e outono, na
fase gasosa da decomposi¢do, com predomindncia de
larvas no terceiro instar.

A entomotoxicologia tem ganhado relevancia
crescente como alternativa metodologica em contextos
nos quais as amostras toxicoldgicas convencionais se
encontram degradadas ou indisponiveis. Os primeiros
registros dessa abordagem datam da década de 1970,
quando Sohal e Lamb [8] identificaram o actmulo de
diferentes metais como cobre, ferro, zinco e calcio em
tecidos de moscas domésticas adultas. Em 1980, um caso
emblematico envolveu identificacdo de fenobarbital em
larvas coletadas de um cadaver em estagio avangado de
decomposic¢do, no qual ndo havia mais tecidos ou fluidos
disponiveis para analise [9].

Posteriormente, em 1982, foi detectada a presenga de
mercirio em larvas de califorideos (Diptera) que se
alimentam de tecidos de peixes contaminados [10].
Outros estudos reforcam aplicabilidade dessa abordagem,
como o trabalho de Nolte [11], que identificou cocaina ¢ a
benzoilecgnonina por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) em larvas do género
Calliphora provenientes de um cadaver em avangado
estado de decomposic@o. De forma complementar, Magni
[12] validou uma metodologia por CG-EM para a
deteccdo de nicotina em diferentes estagios de
desenvolvimento de Calliphora vomitéria (Diptera:
Calliphoridae), cultivadas em substratos contaminados
com a substancia quimica.

Apesar dos avangos, a entomotoxicologia enfrenta
desafios significativos,  especialmente
relacionados a complexidade da matriz de analise e a
padronizagdo metodoldgica. Nesse contexto, o cultivo de
larvas em dietas artificiais tem sido proposto como
estratégia para aumentar a reprodutibilidade experimental.
Protocolos descritos na literatura frequentemente utilizam
visceras de animais associadas a componentes como leite

analiticos

em po, caseina, levedo de cerveja e agar [13].

No atual cenario nacional, a cocaina exerce importante
papel, sendo a segunda droga ilicita mais consumida no
Brasil [14]. Dados do Escritorio sobre Drogas ¢ Crimes
das Nagoes Unidas (UNODC), indicam que, em 2020,
ocorreram 632 mortes associadas ao uso de drogas ilicitas
no Brasil, das quais 283 relacionadas ao consumo de
cocaina [15]. Dessa forma, essa substincia configura-se
como alvo prioritdrio em estudos de entomotoxicologia.
Diversos autores investigaram os efeitos da cocaina no
desenvolimento de insetos necréfagos. Goff [16], que
avaliou larvas alimentadas com tecidos de coelhos
expostos a doses letais de cocaina, enquanto Carvalho
[17], analisou o impacto da substancia no
desenvolvimento de larvas imaturas e adultos na
estimativa do IPM.
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Em revisdo realizada por L.P.P. Pontes [18], os
pesquisadores destacaram que, embora existam evidéncias
de que as substancias quimicas influenciam o crescimento
e a taxa de desenvolvimento larval, ainda ha lacunas
significativas na padronizacdo de protocolos aplicaveis a
pericia forense. Tais protocolos devem garantir resultados
robustos, reprodutiveis e confidveis, tanto para a
estimativa do IPM, quanto para identificacdo das fases do
desenvolvimento do inseto e quais tecidos
adequados a detec¢io de substancias, fortalecendo a
confiabilidade das analises entomotoxicologicas.

Considerando ainda a limitada utiliza¢do de amostras
entomoldgicas no contexto nacional, a ampla aplicagdo da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas em laboratorios forenses brasileiros, e a relevancia

mais

da cocaina em casos de mortes violentas, o presente
estudo tem como objetivo estabelecer protocolos de
extracdo e deteccdo de cocaina em larvas de L. eximia por
CG-EM.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi desenvolvido nos laboratorios de
Entomologia Forense e de Drogas Psicoativas da
Superintendéncia Regional da Policia Cientifica em
Joinville — SC (PCISC). As andlises foram realizadas pela
equipe de pericia da PCISC, com acompanhamento de
pesquisadores da Universidade da Regido de Joinville
(UNIVILLE).

2.1. Produtos quimicos e reagentes

A detecgdo da cocaina foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
utilizando equipamento Agilent, modelo FC 7890* MS
5975C. Os reagentes empregados incluiram etanol 70%
(Jalles®, GO, Brasil), diclorometano e acetonitrila (Vetec
Quimica Fina®, RJ, Brasil) e metanol (Greentec Solugdes
e Reagentes®, SP, Brasil). Para o preparo da solugdo de
hidroxido de s6dio (NaOH) 1 M, utilizou-se hidroxido de
sodio grau P.A. (Labsynth Produtos para Laboratorios®,
SP, Brasil), dissolvido em agua destilada.

A cocaina utilizada no estudo foi proveniente de
amostras da PCISC, sem determinagdo prévia de pureza.
Dessa forma, a concentragdo de cocaina adicionada ao
meio de cultivo ¢ aproximada, tendo em vista a presenga
frequente de adulterantes em amostras ilicitas, como
cafeina, lidocaina, benzocaina e fenacetina [19].

2.2. Cultivo e preparo da dieta larval

A definigdo da concentracdo de cocaina a ser
incorporada ao meio de cultivo baseou-se em
levantamento de dados da literatura cientifica referentes a
casos de intoxicagdo por cocaina, incluindo concentragdes
reportadas em figado bovino e humano [20], bem como
em dados de exames toxicoldgicos quantitativos em
sangue realizados pela PCISC no periodo de 2018 a 2022.
A partir dessa andlise comparativa, estabeleceu-se uma
concentragdo teodrica de 6 pg/mL para o presente estudo.

A dieta artificial foi adaptada do modelo proposto por
Estrada [21]. O meio de cultivo foi preparado com 50 g de
peito de frango, 50 g de leite em po, 50 g de levedo de
cerveja ¢ 3 g de caseina. A cocaina, proveniente de
material apreendido e com pureza estimada de 70% [22],
foi preparada na concentracdo de aproximadamente 14,4
pg/mL, sendo diluida em 250 mL de agua destilada.

Posteriormente, adicionou-se a solu¢do de 10 g de
agar-agar em 170 mL de agua destilada, ao final da
preparagdo do meio, resultando em uma concentrag@o
final tedrica de aproximadamente 6 pug/mL. Todos os
componentes foram pesados em balanga semianalitica,
homogeneizados com auxilio de mixer e distribuidos em
placas de Petri.

As larvas utilizadas foram obtidas pela oviposi¢do de
carcagas de [23],
posteriormente transferidas para desenvolvimento na dieta
artificial desenvolvida pela equipe da PCISC (Figura 1).
Foram preparadas duas placas contendo a dieta, cada uma
com 50 larvas, acondicionadas em um recipiente plastico
com aproximadamente 15 cm de altura, coberto com uma
tela para permitir ventilagdo e troca gasosa. As amostras
foram mantidas em temperatura ambiente no laboratdrio
de entomologia da PCISC até atingirem o terceiro estagio
larval (L3). Apo6s esse periodo as larvas L3 foram

moscas em animais sendo

coletadas e armazenadas em etanol 70%, sob refrigeragdo
durante 15 horas.

Essa condi¢do de armazenamento foi adotada com
base na maior estabilidade da cocaina em temperatura
reduzidas, conforme descrito na literatura [24]. O
protocolo de armazenamento seguiu o padrdo operacional
adotado pela PCISC em analises forenses, baseado no
método descrito por Oliveira-Costa [25].
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-

Figura 1. Larvas de Lucilia eximia em dieta artificial.

2.3. Determinagdo da espécie e verificagcdo do estadio
larval

Para a determinacdo da espécie e verificacdo do
estagio larval, 10 larvas de cada placa preparada foram
submetidas a processo de clarecamento em solugdes de
acido acético e hidréxido de sodio (NaOH). Essa
metodologia de clareamento segue o protocolo interno
adotado pela Policia Cientifica de Joinville (dados n@o
publicados).

A analise microscopica das estruturas morfoldgicas foi
realizada conforme metodologia descrita por Prado e
colaboradores [26], com énfase na avaliagdo dos
espiraculos posteriores, estrutura chave para diferenciagdo
especifica e determinagdo do estagio de desenvolvimento.

Com base nas caracteristicas observadas, as larvas
analisadas sdo compativeis com a espécie Lucilia eximia
(Wiedemann) 1819 (Diptera: Calliphoridae) (Figuras 2 e
3). Ressalta-se que as larvas utilizadas para identificagdo
taxondmica ndo foram empregadas nas analises
entomotoxicoldgicas, sendo posteriormente descartadas.

2.4. Detecgdo de cocaina nas larvas

A deteccdo da cocaina foi realizada em quatro
amostras: 40 larvas inteiras de L. eximia (Al); solugdo de
etanol utilizada na conservagdo das larvas (A2); solugdo
de  diclorometano  empregada na  etapa de
descontaminagdo das larvas (A3) e intestino de 40 larvas
de L. eximia (A4).

Na etapa inicial de analise de amostra Al, utilizou-se
o processo extrativo adaptado de Magni e Oliveira-Costa
[12, 25]. As larvas, previamente removidas da solugdo de
etanol, foram transferidas para tubo Falcon contendo 2

mL de diclorometano ¢ submetidas a agitagdo em vortex
por 2 minutos, com a finalidade de promover a
descontaminagdo superficial. Em seguida, foram

removidas do solvente e depositadas em papel filtro até
completa secagem a temperatura ambiente.

iy —

i ! 8
Figura 2. Vista anterior da larva de Lucilia eximia, estruturas
cefalofaringeas e espiraculos anteriores.
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Figura 3. Espiraculo posterior de larva de Lucilia eximia.

Posteriormente, uma aliquota de 0,938 g da amostra
A1l foi macerada em gral com auxilio de pistilo, seguida
da adicdo de 2 mL de diclorometano. A mistura foi
transferida para tubo falcon, homogeneizada em vortex
por 2 minutos ¢ submetida a banho ultrassdnico por
aproximadamente 1 minuto. Para otimizar o processo de
extragdo liquido-liquido (ELL), esse conteudo foi
dividido em 2 tubos Falcon, sendo adicionados, em cada
tubo, 2 mL de acetonitrila em baixa temperatura e duas
pequenas quantidades (ponta de espatula) de sais de
QuEChERS (sulfato de magnésio e cloreto de s6dio) com
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objetivo de promover a separagdo do analito das
proteinas, lipidios e agua da matriz.

As amostras foram novamente submetidas a agitagéo
em voértex ¢ banho ultrassonico nas mesmas condigdes
descritas anteriormente, seguidas de centrifugagdo por 5
minutos a 3500 rpm. A fase organica (acetonitrila) foi
coletada, evaporada a temperatura ambiente e
ressuspendida com 200 pl de metanol (Figura 4).

As amostras A2 e A3 foram submetidas a evaporacao
em temperatura ambiente e posteriormente ressuspendidas
em 500 pl de metanol, sendo entdo analisadas por CG-
EM para detecgdo da cocaina.

O] ® ® ®

Adic&o de Secagem em Maceragdo das Agitacédo da
diclorometano papel filtro larvas amostra

vIE L
g B .

® ® O]

Adicdo de Agitacdo +
acetonitrila centrifugacdo

1l oW 3

Figura 4. Extragdo de cocaina por maceragao de larvas.

Ressuspensdo Andlise em
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A amostra A4 foi submetida a dissecagdo do trato
intestinal, conforme adaptacdo do método descrito por
Kondakei [27]. Foram realizadas incisdes em larvas com
auxilio de bisturi, seguidas da remog¢ao do intestino com
alfinete entomologico, obtendo-se aproximadamente 0,8 g
de material. O material extraido foi transferido para
microtubo contendo 1,5 mL de etanol 70%, enquanto o
restante das larvas foi acondicionado em outro microtubo
nas mesmas condigdes.

Ambos os microtubos foram submetidos a agitacdo
em vortex por 2 minutos, banho ultrassénico por 1 minuto
e centrifugacdo por a 3500 rpm. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e
mantido até a evaporagdo completa em temperatura
ambiente. Posteriormente, o extrato seco foi ressuspenso
em 200 pL de metanol e analisado por CG-EM, com
finalidade qualitativa para detec¢do de cocaina conforme
ilustrado na Figura 5.

O controle branco foi constituido por intestinos de

5 minutos

larvas ndo expostas a cocaina, submetidos ao mesmo
protocolo analitico empregado para a amostra A4.
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Figura 5. Extracdo de cocaina do intestino das larvas.

2.5. Anadlise toxicologica qualitativa por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As amostras ressuspendidas com metanol foram
submetidas a analise por Cromatdgrafo Gasoso, com
Espectrometo de Massas Agilent 7890 MS 5975C, com
capilar de HP-5MS. As condi¢des
cromatograficas foram estabelecidas da seguinte forma:
volume de injecdo de 1 pL; temperatura do injetor de
280°C; temperatura do forno iniciando em 60°C, com
rampa até 80°C (5°C/min), seguida de elevagdo até 300°C
(12°C/min) por 10 minutos, totalizando tempo de corrida
de 32,33 minutos. As condigdes do espectrometro de
massas incluiram temperatura da fonte de ions de 230°C,
temperatura do quadrupolo de 150°C e aquisi¢ao de dados
na faixa de varredura (scan) de m/z 50-450.

A analise foi conduzida em dois modos de aquisig@o:

uma coluna

modo varredura completa (scan), com razdo de split de
1:30, ¢ modo de monitoramento de ions selecionados
(SIM), em condicdo splitless,
sensibilidade. No modo SIM, foram monitorados os ions

visando  maior
caracteristicos da cocaina (m/z 82, 182 e 303). A
identificagdo das substincias detectadas no CG-EM foi
realizada a partir da comparagdo dos espectros de massas
obtidos com bibliotecas espectrais de referéncia,
incluindo Cayman Spectral Library; SWGDRUG Mass
Spectral Library e Wiley WIN11. Para a verificagdo do
tempo de retengdo da cocaina foi utilizado padrio de
trabalho disponivel da PCISC.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O amplo consumo de cocaina pela populagdo humana
e seus efeitos farmacologicos refletem-se na frequente
detecgdo dessa substancia em analises toxicologicas post-
mortem mnos servigos forenses. Dependendo das
circunstancias do 6bito e do estagio de decomposigdo do
cadaver, torna-se necessaria a utilizagdo de diferentes
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matrizes bioldgicas para a detecgdo de substancias
psicoativas.

Nesse contexto, o uso de larvas de insetos necrofagos
em analises toxicoldgicas tem se expandido, permitindo a
identificagdo qualitativa e quantitativa de substancias,
incluindo drogas liticas e ilitictas, além de contribuir para
a estimativa do intervalo post-mortem [28].

No presente estudo, as analises entomotoxicologicas
foram iniciadas com a avaliagdo do intestino de larvas de
L. eximia ndo expostas a cocaina (controle branco), por
CG-EM, com o objetivo de caracterizar compostos
endogenos e possiveis interferentes de matriz (Figura 6).
Foram observados picos correspondentes a ésteres etilicos
de 4acidos graxos, como palmitato de etila (tempo de
retengdo: 15,662 min) e oleato de etila (16,998 min),
possivelmente derivados da esterificagdo de triglicerideos
presentes na amostra além de um pico discreto de
colesterol (23,184 min).

‘ Oleato de etila

Palmitato
de etila
Colesterol

.,,..-l_L“u//'E

Figura 6. Cromatograma obtido no método splitless da amostra controle
branco de Lucilia eximia.

A analise da amostra Al, realizada por CG-EM, em
modo scan com razdo de split de 1:30, ndo permitiu a
detecgdo da cocaina, possivelmente em decorréncia da
elevada complexidade da matriz, caracterizada pela
presenca de lipidios e quitina. Os compostos
majoritariamente detectados foram ésteres e amidas de
acidos graxos, incluindo acido tetradecanoico (14,077
min), oleato de etila (17,096 min), docosenamida (21,150
min) e colesterol (23,184 min) (Figura 7).

Esse perfil pode estar relacionado ao metabolismo
larval e a possivel biotransformacdo ou eliminagdo da
droga durante o desenvolvimento [23]. Ainda assim, a
bioacumulagdo de substancias em larvas segue padrdes
previsiveis, influenciados pelas propriedades fisico-
quimicas dos compostos e os estagios larvais [29].

Quando a amostra Al foi analisada em modo SIM,
com inje¢do splitless, observou-se a presenca de picos

correspondentes aos fragmentos idnicos caracteristicos da
cocaina no tempo de retencao esperado (Figura 8).

Docosenamida

Oleato de etila

Acido
tetradecandico

H}\ ﬂ N

Figura 7. Compostos detectados na primeira metodologia de extragdo de
cocaina das larvas no método varredura.
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Figura 8. Pico de fragmento i6nico da cocaina na amostra Al no modo
SIM.

A utilizagdo do modo SIM demonstrou maior
sensibilidade e seletividade, permitindo a deteccdo do
analito mesmo na presenga de interferentes da matriz,
uma vez que restringe a aquisi¢do aos ions de interesse,
reduzindo o ruido analitico [27].

As amostras A2 (etanol de conservagdo) e A3
(diclorometano de descontaminac¢do) foram analisadas
tanto em modo scan quanto em modo SIM, sob as
mesmas condi¢des instrumentais. A detec¢do de cocaina
foi observada exclusivamente no modo SIM,
evidenciando a importancia da etapa de descontaminacio
externa das larvas.

A analise da amostra A4 (conteudo intestinal) por CG-
EM, em modo scan e razdo de split de 1:30, permitiu a
identificagdo dos principais ions caracteristicas da cocaina
(m/z 82, 182 e 303), o que pode ser atribuido a menor
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interferéncia de matriz em comparagdo as larvas inteiras
(Figura 9).

De acordo com Callefe [30], durante a alimentagéo, as
larvas conduzem o material ingerido ao proventriculo,
onde ocorre uma pré-digestdo, sendo posteriormente
transferido ao intestino médio, local de intensa atividade
enzimatica e absor¢do de nutrientes.

Figura 9. Resultado obtido a partir da analise em CG-EM em método
varredura do intestino das larvas.

Substancias ndo assimiladas e microrganismos sdo
eliminados posteriormente. A natureza lipofilica da
cocaina favorece sua difusdo e reten¢do em tecidos com
maior afinidade lipidica, como o trato digestivo larval.
Além disso, a maior concentragdo de xenobidticos no
intestino pode ser parcialmente explicada pela presenga
do bolo alimentar, diretamente exposto ao substrato
contaminado.

Estudos como o de Groth et al. [31], demonstram que
diferentes tecidos larvais apresentam perfis distintos de
bioacumulagdo, sendo o intestino uma matriz de maior
concentragdo e detectabilidade de drogas. Por outro lado,
a andlise do organismo inteiro pode introduzir
interferéncias analiticas, especialmente devido a presenca
de quitina no exoesqueleto, cuja reducdo ou remogado
contribui para o aumento da sensibilidade do método.

Nesse contexto, a selegdo de matrizes especificas,
aliada a diminui¢do da fragdo quitinosa, mostra-se mais
eficaz do que a andlise exclusiva do intestino.
Adicionalmente, Hou et al. [32] destacam que o trato
digestivo apresenta elevada atividade metabdlica e maior
retencdo de substancias toxicas, refor¢ando sua relevancia
em estudos entomotoxicologicos.

No que diz respeito ao processo de extracdo da matriz
forense, a extracdo liquido-liquido (ELL) e a extracdo em
fase solida (SPE) sdo metodologias amplamente
empregadas em analises de larvas fortificadas com extrato
de cocaina para posterior analise em CG-EM [9, 33]. A
ELL, embora de facil execugdo, pode resultar em
coextragdo de lipidios, dificultando a identificacdo do
analito. Em contrapartida, a SPE apresenta maior
eficiéncia na remocdo de interferentes, proporcionando
maior clareza cromatografica e melhor detec¢cdo dos picos
caracteristicos da cocaina [33]. Apesar destas limitacdes,
a ELL permanece como uma técnica amplamente
utilizada devido a sua simplicidade e aplicabilidade.

Os resultados obtidos indicam que o intestino das
larvas apresentou melhor desempenho na detec¢do de
cocaina em comparacdo as demais matrizes avaliadas.
Contudo, essa observagdo ndo pode ser interpretada como
evidéncia conclusiva de superioridade da matriz
intestinal, uma vez que foram empregados protocolos de
extracdo distintos para cada tipo de amostra, o que limita
a comparagdo direta entre as amostras.

Embora a andlise do intestino exija etapas adicionais,
como a dissecagdo das larvas, procedimento dependente
de habilidade técnica, apresenta vantagens como a
reducdo de interferentes provenientes de outras estruturas
corporais, menor consumo de reagentes e potencial
aumento da seletividade analitica.

Em revisdo realizada por Stojak [3], o pesquisador
ressalta a necessidade de aprofundamento dos estudos
entomotoxicologicos para melhor compreensdo dos
processos de bioacumulagdo de xenobidticos e seus
impactos na estimativa do IPM. De forma complementar,
Gagliano-Candela [10] demonstraram a presenga de
diferentes substancias em larvas, pupas ¢ puparios,
correlacionando estes achados com alteracdes no
desenvolvimento larval. Os autores também observaram
que a combinagdo de SPE e analise por CG-EM em modo
SIM proporciona maior eficiéncia na detecgdo de
substéncias toxicas.

O presente estudo ndo trabalhou com metabolitos
relevantes da cocaina, como a benzoilecgnonina. Essa
decisdo metodologica decorreu da defini¢do da cocaina
como analito primdrio para estudo inicial, selecionado em
funcdo de sua maior disponibilidade e resposta analitica
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mais favoravel em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, dispensando etapas adicionais,
como a derivatizagao.

Adicionalmente, a indisponibilidade de padrdes
analiticos certificados para metabolitos especificos
constitui um fator limitante para a sua inclusao no escopo
analitico, restringindo a abordagem a deteccdo qualitativa
da cocaina como substéncia de interesse.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A deteccdo de cocaina no intestino de larvas de L.
eximia alimentadas em meio artificial, bem como nas
solugdes de etanol e diclorometano analisadas por CG-
EM, evidencia a distribui¢ao do analito entre a matriz
bioldgica e os solventes empregados no processamento.

Esses achados reforcam o potencial do intestino larval
como matriz entomolédgica para a detecgdo de cocaina em
contextos forenses, especialmente em casos de cadaveres
em avangado estado de decomposi¢do, nos quais ha
auséncia de matrizes bioldgicas convencionais.

Contudo, a interpretagdo dos resultados deve
considerar as condigdes experimentais controladas, bem
como, a possibilidade de redistribui¢do do analito durante
as etapas de processamento.

Outro aspecto relevante ¢ a escolha do estadio larval
L3, por se tratar do ultimo estdgio de desenvolvimento
antes da pupacgdo, caracterizado por maior acimulo de
biomassa e material, ingerido, favorecendo a detec¢ao de
xenobioticos.

Em contraste, a utilizagdo de estagios anteriores pode
apresentar limitagdes analiticas decorrentes da menor
massa corporal e da reduzida quantidade de material
biolégico disponivel, dificuldade a detecgdo e a
comparabilidade com outras matrizes forenses. Dessa
forma, a selecdo do L3 contribui para maior viabilidade
analitica e consisténcia dos resultados obtidos.

A elevada fragdo lipidica presente nas larvas constitui
um desafio analitico relevante, uma vez que esses
compostos, associados principalmente ao  corpo
gorduroso, atuam como importantes interferentes de
matriz. Nesse contexto, torna-se necessaria a adogdo de
estratégias de preparo de amostra capazes de reduzir a
coextragdo de lipidios sem comprometer a recuperagao do

analito.
Ficou evidente que a deteccdo de substancias
lipofilicas como a cocaina requer ndo apenas

sensibilidade analitica, mas também a escolha da matriz
mais apropriada. Evidéncias recentes indicam que o trato
digestivo de dipteros, necréfagos concentra maiores
niveis de xenobidticos e apresentar menor interferéncia de

compostos endogenos, resultando em maior clareza nos
cromatogramas ¢ confiabilidade analitica [34].

Os resultados obtidos reforgam a necessidade de
padronizagdo de protocolos de coleta, preparo ¢ analise de
amostras entomologicas, bem como a consideracdo de
varidveis farmacocinéticas e metabolicas envolvidas na
bioacumulagao de substancias em larvas.

Além disso os resultados demonstraram que a selecio
e o preparo da matriz (intestino) sdo fatores importantes
para aumento da sensibilidade e da robustez analitica em
estudos em entomotoxicologia forense. Dessa forma, o
desenvolvimento de  metodologias de  andlises
entomotoxicologicas tende a consolidar essa abordagem
como ferramenta confiavel em investigagcdes nas quais as
biologicas encontram
indisponiveis ou invidveis para analise.

matrizes convencionais  se
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